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fS (54) Titre : PEPTIDES AMPHIPATHIQUES ET LEUR UTILISATION POUR TRANSFERER DES SUBSTANCES D'INTERET 
^ DANS LES CELLULES 

q2 (57) Abstract: The invention concerns a peptide capable of transferring a substance of interest bearing negative charges inside 
1/^ cells and/or inside cell nuclei, characterised in that said peptide corresponds to the following formula: (RLLR)p(L)n(R)n, wherein: 
L represents leucine, R represents arginine, p is an integer ranging between 2 and 4, n is 1 or 2. The invention also concerns a 
^ composition comprising said peptide and a substance of interest, more particularly a nucleic acid molecule. 

2 (57) Abr^g^ : La pr6sente invention concerne un peptide capable de transferer une substance d'int6r6t portant des charges negatives 
rint^eur des cellules et/ou h rint6rieur du noyau des cellules, caracteris^ en ce que ledit peptide repond ^ la formule suivante: 
^ (RLLR)p(L)n(R)n, dans laquelle: L represente la leucine, R repr^sente Targinine, p est un nombrc entier compris entre 2 et 4, n est 
^ I ou 2. U invention concerne aussi une composition oomprenant ledit peptide et une substance dMnt^ret plus particuli&rement une 
^ molecule d'acide nucl^ique. 
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PEPTIDES AMPHIPATHIQUES ET LEUR UTILISATION 
POUR LE TRANSFERT DE SUBSTANCES D'lNT^RET DANS LES 
CELLULES. 

La presents invention concerne des peptides 
amphipathiques et leur utilisation dans le domaine du 
transfert de substances d'int§ret, plus particulierement de 
itiolScules d'acide nucleique, dans les cellules. 

Le transfert de sequences d'acides nucl6iques 
dans les cellules constitue I'objectif majeur des 
protocoles de th§rapie genique a int^rSt th6rapeutique 
visant la gu6rison de maladies graves, comme les 
dSficiences gSniques 16tales, les cancers et les maladies 
infectieuses. 

L'un des aspects essentiels du transfert de 
sequences d'acides nucl6iques dans les cellules est la 
penetration desdites sequences, jusqu'& leur cible finale. 
Celle-ci peut-etre le noyau pour de I'ADN plasmidique, 
et/ou le cytoplasme pour des oligonucleotides. 

Les acides nucieiques sont des molecules 
hydrophiles de grande taille. A titre d'exemple, un 
plasmide de 6 kilobases represente 4. 10^ daltons. II ne 
s'agit done pas de molecules propices au passage des 
membranes cellulaires, et le transfert des sequences 
d' acides nucieiques constitue un probleme technique majeur 
a la mise en ceuvre des methodes de therapie genique. De 
nombreuses compositions utiles pour transfecter 
efficacement les cellules eucaryotes avec un materiel 
genetique seiectionne ont ete decrites dans I'art 
anter ieur . 

Parmi ces compositions, la presente invention 
s'interesse tout particulierement a celles comprenant des 
vecteurs de transf ection. II existe essentiellement deux 
grands types de vecteurs ; 
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- les vecteurs de transfection naturals, tels 
que les virus (les retrovirus, les adenovirus, les virus 
adeno-associ6s, les virus herpes-simplex) qui sont 
efficaces mais qui pr^sentent des limites d' utilisation du 

5 fait d'une non-sp6cif icit6 tissulaire et de risques 

potentiels de toxicite qui n^cessitent de mettre en place 
des infrastructures cliniques couteuses. 

- Les vecteurs synthetiques , du type liposomes, 
lipides cationiques, etc., capables de transferer les 

.0 acides nucl6iques dans les cellules eucaryotes de maniere 

plus ou moins toxique. 

Ces vecteurs synth^tiques doivent presenter 
essentiellement trois fonctions : (i) condenser I'ADN k 
trans fecter, (ii) promouvoir sa fixation cellulaire et 

.5 (iii) permettre le passage de I'ADN a travers la membrane 

cellulaire et eventuellement aussi son passage dans le 
compartiment nucl6aire. Le but de la pr6sente invention 
est d'offrir un nouveau systSme de vectorisation pr6sentant 
ces trois fonctions de maniere optimale et ne pr6sentant 

:0 pas les inconv6nients des vecteurs viraux. 

Les travaux de recherche r6alis6s par la 
Demanderesse sur des sequences peptidiques capables de 
transferer in vitro ou in vivo des substances d'int^ret et 
tout particuliSrement des molecules d'acide nucleique, lui 

:5 ont permis de mettre au point des peptides de transfection 

derivant de peptides amphipathiques. La Demanderesse a en 
effet d^montr^ que ces sequences peptidiques cationiques 
pouvaient former des interactions ioniques avec les 
groupements phosphates des acides nucleiques et que ces 

;0 complexes 6taient capables de p6n6trer dans les cellules. 

On entend par peptide amphipathique, des 
peptides qui pr^sente un pole hydrophobe et un pole 
hydrophile. De tels peptides constitues essentiellement 
d' acides amines hydrophiles et hydrophobes ont notamment 

15 d§crits dans la demande de brevet frangais publiee sous le 

No. 2 715 847. 
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L' invention a done pour objet un peptide 
capable de transferer une substance d'interet portant des 
charges negatives a l'int§rieur des cellules et/ou a 
I'interieur du noyau des cellules, caract^rise en ce que 
ledit peptide est un peptide amphipathique d' environ 10 a 
30, de preference de 15 a 25, acides amines et repondant a 
la formule suivante : 

(L)JR)„(L)^(R)„(L),, dans laguelle : 

L represente la leucine, 

R reprSsente I'arginine, 

m est un nombre entier compris entre 0 et 2, 
n est 1 ou 2. 

Des peptides pr6f6r6s selon 1' invention 
rgpondent ^ la formule suivante : 

(RLLR)p(L)^(R)„, dans laquelle : 
L reprfisente la leucine, 
R represente I'arginine, 

p est un nombre entier compris entre 2 et 4, 
n est 1 ou 2 . 

Un peptide tout pr6f ere selon 1' invention 
r^pond k la formule suivante representee dans la liste de 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO.l : 
RLLRRLLRRLLRLLRR . 

L' invention a egalement pour objet des vecteurs 
capables de transporter in vitro ou in vivo une substance 
d'interet portant des charges negatives a I'interieur des 
cellules et/ou a I'interieur du noyau des cellules, ledit 
vecteur etant constitue d'au moins un peptide decrit 
precedemment couple au moins un compose presentant une 
affinite pour les membranes cellulaires ou capable de 
condenser la substance d'interSt portant des charges 
negatives. 

L' invention envisage tout particulierement h 
titre de compose capable de condenser une substance 
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d'interet portant des charges negatives corame un acide 
nucl^iquer un groupe poly lysine comprenant environ au moins 
5 et jusqu'a 25 r^sidus de lysine. 

L' invention envisage tout particulierement a 
titre de compose presentcint une aff inite pour les membranes 
cellulaires, une chaine d' acide gras, sature ou insaturg, 
comme par exemple le palmitoyle. 

Dans les vecteurs de 1' invention^ le groupe 
polylysine ou le reste d' acide gras pent etre coupl§ a 
I'extr^mite N ou C-terminale du peptide, soit directement, 
soit par 1 ' intermediaire d'un bras de liaison. 

Les peptides de 1' invention et lesdits peptides 
couples a un groupe polylysine peuvent §tre pr6par6s par 
synthese chimique ou par des technique d' expression 
g^n^tique. Le couplage des composes du type acide gras sur 
un peptide de 1' invention peut §tre r6alis6 par des 
reactions chimiques connues de I'homme du metier. 

L' invention a encore pour objet des 
compositions comprenant un peptide ou un vecteur comme 
d6crit pr6c6demment et une substance d'int6r§t portant des 
charges negatives. Avantageusement, le rapport : 

Charges positives du peptide ou du vecteur 



Charges negatives de la substance d'interet 

dans ladite composition, est §gal ou superieur 

a 1. 

Ainsi, plus 1' acide nucl^ique est long, plus le 
nombre de charges positives apportees par le peptide doit 
etre 61eve pour obtenir un effet maximum. 

Ces compositions sont utiles pour la 
preparation de compositions pharmaceutiques, cosm6tiques ou 
de diagnostic selon la nature de la substance d'interet. En 
effet r les peptides de 1' invention sont remarquables en ce 
qu'ils sont capables de s'associer par des liaisons de type 
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ionique avec une grande variety de substance d'interet et 
de transporter celles-ci dans les cellules. 

Ainsi, la substance d'int^ret portant des 
charges negatives peut etre tout type d' entity chimique ou 
5 biologique portant des charges negatives et dont la charge 

globale peut etre positive, negative ou neutre, II peut 
s'agir de substances therapeutiques , cosm^tiques , 
alimentaire ou de diagnostic. L' invention s'int^resse 
notamment a la vectorisation de prot^ines et tout 

10 particulierement au transfert de molecules d'acide 

nucl^ique dans le cytoplasme et/ou le noyau des cellules. 

On entend par molecule d'acide nucleique tant 
des molecules d'ADN que d'ARN. II peut s'agir bien-entendu 
de gfenes ou de parties de gfene^ 6ventuelleiiient ins6r6s dans 

15 un plasmide et placSs sous le contr61e de sequences 

d' expression adapt6es h I'hdte transfectfi. Ces gfenes ou 
parties de gene codent des prot6ines th^rapeutiques. II 
peut aussi s'agir de courtes sequences d'acide nucleique, 
corame des oligonucleotides ou des ribozymes, utiles dans 

20 des strategies de thSrapie g^nique antisens. 

Les peptides, vecteurs et compositions de 
1' invention sont utiles pour transporter in vivo on in 
vitro des substances d'int^ret et tout particulierement des 
acides nucleiques dans des cellules, notamment eucaryotes. 

25 In vitro, ils peuvent permettre de transferer des acides 

nucleiques ou des prot^ines dans des lignees cellulaires 
specif iques, par exemple dans le but d'exprimer une 
proteine ou d'inhiber sa production. lis peuvent etre 
utilises pour 1 ' administration directe de I'acide nucleique 

30 ou de la prot6ine dans un organisme. lis peuvent etre 

egalement utilises ex vivo pour le transfert de I'acide 
nucieique ou de la protiine dans une cellule sp^cifique 
pour lui confgrer une nouvelle propriety avant de la 
rSadministrer a un organisme. L' invention a done Egalement 

35 pour objet ces cellules comprenant des peptides, vecteurs 

et compositions dScrits pr6c6derament . II s'agit tout 
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particuli^rement de cellules transfectees au moyen d'un 
peptide ou d'un vecteur de 1' invention, Ces cellules sont 
obtenues soient in vitro par incubation dans des conditions 
ad6quates desdites cellules avec une composition selon 
5 1' invention, soit in vivo en administrant, par tout moyen 

appropri6, lesdites compositions a un organisme ou partie 
d'organisme. Les compositions de 1' invention peuvent etre 
utilisees libres ou incorpor^es dans des particules ou 
nanoparticules comme des liposomes. 

10 

D'autres avantages et caractSristiques de 
1' invention apparaitront des exemples qui suivent dans 
lesquels il sera fait reference a la figure 1 qui 
represente les migrations d'ADN plasmidique obtenues sur un 
15 gel de retardement en fonction de la quantity de peptide 

associ^e audit ADN. 

I - CONDITIONS EXP6RIMENTALES, 



20 



25 



30 



1) Peptides . 

Les peptides pr6par6s et utilises pour la 
transfection dans le cadre de la pr^sente invention sont 
donnas dans le tableau 1. 

Tableau 1 



Peptide 


PM 


Sequence 


SEQ ID NO. 


No.l 


2508 


RLLRRIJiRRTiT.T^T.T.RR 


SEQ ID NO.l 


N0.2 


3323 


KiaCKKKKKKRIiLRRIj:iRRTiT,HT.r,IUl 


SEQ ID NO. 2 


No. 3 


2876 


Palm-Orn ( Palm) Ahx-RLLRRLIJOT^I^^ 


SEQ ID NO.l 



En ce qui concerne la synthase du peptide N®3r 
le peptide H-0rn-Ahx-RLLRRLLRRLLRLLRR-NH2 est assemble sur 
phase solide en utilisant un protocole Fmoc-tBu. L'ornitine 
introduite sous forme Fmoc-0rn(Fmoc)-0H est d6bloqu6e par 
traitement du peptidyl-rSsine a la pip6ridine (20% dans 
Dim6thylformamide DMF). Apres ringage par DMF la r6sine est 
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inciib^e 2 fois 30 min dans DMF contenant 6 equivalents de 
DIEA (Diisopropylamine) et 6 Equivalents de Chlorure 
d'acide palmitique . Le peptide est ensuite clive/d6protEge 
3 heures dans TFA/H20/PhEnol/Triisopropylsilane 86/5/5/4. 
5 Le peptide Palin-Orn(Palm) -Ahx-RLLRRLLRRLLRLLRR-NH2 est 

ensuite purifiE par une serie de precipitations 
successives, suivi d'une chromatographie d'exclusion, puis 
lyophilise. 

10 2) Oligonucleotide > 

Un oligonucleotide couple h la fluoresceine 
(Fluo) de PM 6154 et de sequence SEQ ID NO. 3 dans la liste 
de sequences en annexe suivante a ete utilise : 
GTG CCG GGG TCT TCG GGC - Fluo 

15 

3) Gel de re tar dement , 

Un micrograiame d'ADN plasmidique , contenant le 
gdne reporter Lucif erase ^ est incube pendant 45 min avec 
des concentrations croissantes de peptide dans 100 [il de 
20 milieu Optimem afin de former un complexe peptide-DNA. 

Vingt microlitres de chaque complexe sont ensuite analyses 
par eiectrophorese en gel d' agarose 0,8% prepare dans un 
tampon TBE. Apres electrophoreses I'ADN colore au bromure 
d'ethidium est visualise en UV. 

25 

4) Transfection de l^ADN plasmidique . 

L' agent transfectant DMRIE ou des quantites 
croissantes de peptide sont rajoutes au plasmide (1 [xg) 
dans du DMSO. Apres 45 min d' incubation, 300 |il de milieu 

30 Optimem sont rajoutes et le tout est etale dans des plaques 

a 12 puits. Les cellules K562 sont rajoutees aux plaques a 
une densite de 7.10^ cellules/puit et le tout est incube 
pendant 4 heures a 37°C. Apres incubation, 3 ml de milieu 
RPMI contenant 12,5% serum de veau festal sont rajoutes et 

35 1' incubation est poursuivie pendant 48 heures. Les cellules 

sont centrifugees, lavees et incubees avec un tampon de 
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lyse. Apres centrifugation, le surnageant est teste pour 
I'activite lucif^rase en utilisant le test Promega 
Luciferase Assay System. 

5 ) Transfection des oligonucleotides , 
Des quantites croissantes de peptides sont 
rajout^es a 1' oligonucleotide marque au fluorochrome FITC 
(1 fxg) dans du PBS. Apres 30 minutes d' incubation sous la 
hotte, le melange est rajout^ aux cellules K562 dans 500 (xl 
de milieu Optimem et le tout est incub^ pendant 1 heure 
sous I'etuve a 37^C. Apres 1' incubation, les cellules sont 
centrifugees, lav6es et ensuite resuspendues dans 0,5 ml de 
PBS froid. La transfection de 1' oligonucleotide a 6t6 
ensuite analys6e par cytom6trie de flux (FACS). 
L' oligonucleotide 6tant coupl6 au FITC, 1' acquisition se 
fait a I'aide du filtre FLlH (525 nm) . Un histogramme de 
1' intensity de fluorescence (pour 1x10* cellules) est 
obtenu et la moyenne de distribution 6tait consid6r6e comme 
representative de la quantity d' oligonucleotide associe aux 
cellules . 

II - Resultats. 

1) Capacite des peptides h condenser l^ADN 
25 plasmidique , 

Dans un premier temps, la capacite des peptides 
k condenser I'ADN plasmidique a ete testee. 

Des concentrations croissantes de peptides ont 
ete incubees avec I'ADN et le complexe a ete analyse par 
50 eiectrophorese sur gel d' agarose 0,8%. 

La Figure 1 represente les migrations obtenues 
sur un gel de retardement, en fonction de la quantite de 
peptide de transfection, L' incubation avec 0,32 nmoles (0,7 
\ig) de peptide entralne un retardement de la migration de 
}5 I'ADN et 1' addition de 0,8 nmoles (1,75 |xg) stoppe 

completement sa migration.. 



.0 



.5 
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2 ) Capacity des peptides a transfecter l^ADN 
plasmidique dans les cellules K562 , 

Dans un second temps, la capacite de ces 
peptides a transfecter I'ADN plasmidique dans les cellules 
K562 a 6te testee. Le tableau 2 ci-dessous rapporte 
I'efficacite de transfection mesur^e en fonction du rapport 
de charges, L'efficacit§ de transfection du peptide 1 a 6t6 
6galement compar^e avec celle du DMRIE qui est un agent 
transfectant commercial. 



Tableau 2 



Produit 


Peptide (^g) 


ADN (ng) 


Ratio 
chaxges +/- 


% 


DMRIE 




1 




100 




6,65 


1 


7 


1 


Peptide 1 


5,70 


1 


6 


2 




4,75 


1 


5 


10 




3,8 


1 


4 


5 



L'efficacitg de transfection la plus importante 
est observ6e lorsque I'on a un exc&s de I'ordre de 5 de 
charges neutralisantes peptidiques (charges positives) par 
rapport a I'ADN (charges negatives). Ces resultats 
confirment que le transfert du gene n'intervient qu'en 
presence d'un exces de charges positives. Le rapport de 
charges 5 correspond a une concentration de 1 \xg de 
plasmide pour 4,75 (xg de peptide. 

Afin d'ameliorer le rendement de transfection, 
une chaine de poly-lysine ou deux chaines d'un acide gras 
(palmitoyl) a ^t6 coupl6 au peptide 1' invention. Comme le 
montre le tableau 3 ci-dessous, 1' addition de ces chaines 
au peptide 1 permet une meilleure condensation de I'ADN 
plasmidique ainsi qu'une meilleure interaction avec la 
membrane cellulaire. Deux peptides ont 6t6 done 



synth6tis6s : Peptide 2 contenant la poly-L-lysine et 
Peptide 3 contenant deiix palmitoyls. 



Tableau 3 



Produit 


Peptide (|xg) 


DNA ((ig) 


Ratio 










cnar^ges +/ — 




DMRIE 


~ 


1 




100 




6,65 


1 


7 


1 


Peptide 1 


5,70 


1 


6 


2 




4,75 


1 


5 


10 




3,8 


1 


4 


5 




3,92 


1 


7 


38 


Peptide 2 


3,36 


1 


6 


23 




2,8 


1 


5 


54 




2,24 


1 


4 


17 




7,63 


1 


7 


52 


Peptide 3 


6,54 


1 


6 


17 




5,45 


1 


5 


24 




4,36 


1 


4 


6 



II ressort de ces experiences que 1' addition 



d'une queue de poly-Lysine ou de deux chaines d'acide gras 
comme le palmitoyl au N-terminal du peptide amfiliore de 
fagon significative le transfert du plasmide, 

3) Transfert d ' oliqonuc61o tides . 

La capacite de ces peptides pour le transfert 
de petites sequences d'acides nucleiques tels que les 
oligonucleotides a ensuite ete testae. Les peptides ont et^ 
incubus avec 1' oligonucleotide de sequence SEQ ID NO. 3 et 
le transfert a travers la cellule a 6te mesure par 
cytometrie de flux. L'oligonucelotide etait fluorescent, le 
pourcentage de cellules transf ectees , c'est-a-dire celles 
qui contiennent de la fluorescence, a mesure • 
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Les resultats du tableau 4 ci-dessous montrent 
que 1 'oligonucleotide seul ne peut pas transfecter les 
cellules. Par contre, 1' addition du peptide 1 r^sulte en 
une augmentation significative de cellules transf ectees . 
Cette augmentation est proportionnelle au rapport de 
charges. Ainsi pour un rapport de charge de 30^ environ 24% 
de cellules ^taient transf ectees par 1 'oligonucleotide. 
Comme observe auparavant pour I'ADN plasmidique, 1' addition 
d'une queue de poly-L-lysine au peptide (Peptide 2) ou de 
deux chaines d'acide gras (Peptide 3) permet d'am^liorer 
encore plus la transf ection. Ainsi, a tous. les rapports de 
charge utilises, plus de 90 % de cellules ont 6t6 
transf ectees. 



Tableau 4 



Peptide 




Peptide 


Oligo 


Ratio 


% de cellules 






(pig) 


((*g) 


Cheurge +/- 


transfect^es 


aucun 




1 




0 


DMRIE 




1 




89 


Peptide 


1 


13 


1 


30 


24 






11 


1 


25 


23 






9 


1 


20 


12 


Peptide 


2 


20,8 


1 


30 


96 






17,3 


1 


25 


97 






14 


1 


20 


90 


Peptide 


3 


20,8 


1 


30 


97 






17,3 


1 


25 


95 






14 


1 


20 


78 



Dans le tableau 4 ci-dessus : 
1 pig oligo = 0,00018 ^imole 
Rapport 20 = 0,0036 jLiinole de peptide 
Rapport 25 = 0,0045 jiflriole de peptide 
Rapport 30 = 0,0054 pmole de peptide 
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REVENDICATIONS 

1) Peptide capable de transferer une substance 
d'int^ret portant des charges negatives a I'interieur des 

5 cellules et/ou a I'interieur du noyau des cellules, 

caracteris^ en ce que ledit peptide repond a la formule 
suivante : 

(KLLR)p(L)n(R)n, dans laquelle : 
L repr^sente la leucine, 
.0 R repr§sente I'arginine, 

p est un nombre entier compris entre 2 et 4, 
n est 1 ou 2. 

2) Peptide selon la revendication 1, 
.5 caract6ris6 en ce qu'il r§pond ^ la formule suivante 

representee dans la liste de sequence en annexe sous le 
numero SEQ ID NO.l : RLLHRLLRRLLRLLRR. 

3) Vecteur capable de transporter une substance 
!0 d'interet portant des charges negatives k I'interieur des 

cellules et/ou a l'int6rieur du noyau des cellules, 
caracterise en ce qu'il est constitue d'au moins un peptide 
selon I'une quelconque des revendications 1 ou 2 couple a 
au moins un compost pr^sentant une affinity pour les 
!5 membranes cellulaires ou capable de condenser la substance 

d'interet portant des charges negatives. 

4) Vecteur selon la revendication 3, 
caracterise en ce que le compost capable de condenser une 

JO substance d'int^ret portant des charges negatives est un 

groupe polylysine comprenant environ au moins 5 et jusqu'a 
25 residus de lysine. 

5) Vecteur selon la revendication 3, 
)5 caracterise en ce que le compose presentant une affinite 



wo 02/053583 PCT/FR02/00016 

13 

pour les membranes cellulaires est line chaine d'acide gras 
satur6 ou insatur6, 

6) Vecteur selon I'une quelconque des 
5 revendications 3 a 5, caracterise en ce que le groupe 

polylysine ou les composes acides gras sont couples a 
I'extr^mite N ou C-terminale du peptide ^ soit directement, 
soit par I'intermediaire d'un bras de liaison. 

LO 7) Composition comprenant un peptide selon 

I'une quelconque des revendications 1 ou 2 ou un vecteur 
selon I'une quelconque des revendications 3 §l 6 et une 
substance d'intSrSt portant des charges negatives. 

15 8) Composition selon la revendication 7, 

caract6ris6e en ce que le rapport : 

Charges positives du peptide ou du vecteur 



20 



Charges negatives de la substance d'int6ret 

dans ladite composition, est 6gal ou sup^rieur 



k 1. 



IS 9) Composition selon I'une des revendications 7 

ou 8, caract^risee en ce que la substance d'int^ret portant 
des charges negatives est une prot^ine. 

10) Composition selon I'une des revendications 
30 7 ou 8, caracterisee en ce que la substance d'int^ret 

portant des charges negatives est une molecule d'acide 
nucl^ique. 



35 



11) Composition selon la revendication 10, 
caract6ris6e en ce que la molecule d'acide nucleique est de 
I'ADN. 
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12) Composition selon la revendication 10, 
caracteris6e en ce que la molecule d'acide nucleique est de 
I'ARN. 

13) Composition selon I'une des revendications 
10 ou 11, caract§ris^e en ce que la molecule d'acide 
nucl6ique est un plasmide. 

14) Composition selon I'une des revendications 
10 a 12, caract^risee en ce que la molecule d'acide 
nucleique est un oligonucleotide. 
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1/1 



MOOVOCN O O OOO 



nmoles 




Figure unique 
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SEQUENCE LISTING 1 
<110> SYNT-EM 

<120> Peptides amphipathiques et leur utilisation pour le transfert de 
substances d'int^ret dans les cellules 

<130> 10261PCT 

<140> PCT/FR02/XXXXXX 

<141> 2002-01-03 

<150> FROl/00043 
<151> 2001-01-03 

<160> 3 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 16 

<212> PRT 

<2 13> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1) (16) 
<223> Peptide N*l 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (I),. (16) 

<223> Peptide N**3 = peptide avec deux chaines d'acides gras (palmitoyl) 
a j Duties en N-terminal 
<400> 1 

Arg Leu Leu Arg Arg Leu Leu Arg Arg Leu Leu Arg Leu Leu Arg Arg 
15 10 15 



<210> 


2 


<211> 


25 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1)..(25) 


<223> 


Peptide N^2 


<400> 


2 



Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Arg Leu Leu Arg Arg Leu Leu 
15 10 15 

Arg Arg Leu Leu Arg Leu Leu Arg Arg 
20 25 



<210> 3 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> unidentified 

<220> 

<221> misc^feature 

<222> (1)..(18) 

<223> Oligonucleotide coupl6 h la fluoresc^ine de PM 6154 

<400> 3 

gtgccggggt cttcgggc 



